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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Reagenzienkit zur Isolierung von Nukleinsauren 

(g) Ein erfindungsgemafter Reagenzenkitfur die tsolierung 
von Nukleinsauren aus einer biologische. nukleinsaure- 
haltige Kompartlmente enthallenden Probe enthalt 

a) negativ geladene Panikel aus einem Polymermaterial, 

b) ein Reagenz I, bestehend aus einem Gemisch eines ge- 
ladenen oder ungeladenen Detergens und einem aiipha- 
tischen Alkohol, oder/und ein Reagenz II, bestehend aus 
einer wassngen Losung mindestens eines chaotropen 
Salves, und 

c) eine Protelnase-Losung. 

Zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer biologische, 
nukleinsaurehaltige Kompartlmente enthattenden Probe 
versetzt man die Probe mit nagativ gelandenen Partikein 
aus einem Poiymermaterial und einem Reagenz, beste- 
hend aus einem Gemisch eines geladenen oder ungela- 
denen Detergens und einem aliphatischen Alkohol oder 
bestehend aus einer wassrigen Losung mindestens eines 
' chaotropen Salzes, trennt die Partikel in geeigneter Weise 
' von dcr uberstehenden Losung ab, wascht ggf. und lost 
die an die Partikel gebundenen Nukleinsauren mittels ei- 
nes Elutionspuffers von den Partikein. 



UJ 



DE 199 37 607 A I 

Beschrcibung 

Die vorlicgendc Erfindung beirilTt eincn Reagenzienkii fur die Isolierung von Nuklcinsauren aus eincr biologische, 
nukleinsiiurchaltige Kompariinienie enihallendcn Probe, cin Vcrfahren zur Isolierung von Nuklcinsauren aus einer bio- 
S logischc, nuklcinsjiurchHiiigc Koinpariinicnle enihallendcn Probe sowie ein Verfahren ziir Amplifikalion rvier/iind Be- 
siimmung von Nukleinsauren niiuels PCR. 

Bei der in US-PS 4,683 195 beschriebenen Polymerasekelienrcaklion (PCR) handelt es sich uni ein einfaches Vcrfah- 
ren zur Vervielfaliigung von Nukleinsauren. Durch dicse Vcrvielfaltigung isl der Nachweis winzigsier Mengen an Nu- 
kleinsauren nioglich geworden. Das Verfahren hal cine Nachweisempfindhchkeit, die bisher in der wissenschafllichen 

10 Analyiik beispiellos isi: Wo fruherein Nachweis ersi ab ca. 10^' MolekUlen iiioglich war, konnen jem schon eiwa 10 bis 
100 Molekiilc nachgcwiesen werden. Eine akluellc und speklakularc Anwendung dieser Nachweisempfindlichkeil isl 
z. B. die Idcnlilizierung von Taiem bei der Verbrechensaullclarung. Die PCR-Tcchnologie isl ein zenlraler Bestandteil 
der in der Ofilcnilichkeil diskulierien Ersiellung einer "Gen-Kariei". Auch fiir den Nachweis von gentechnisch-verander- 
len Lebensmiilcln oder die Uniersuchung von Bluikonscrvcn auf Viren wie HIV oder HCV isl die PCR unerlasslich. 

15 In kurzesier Zcil hal sich die PCR-Technologie ini wissenschafllichen AUlag elablieri und siclll. daniil einen Wachs- 
lunisniarkt dar. Vorausseizung fur das PCR- Verfahren isl eine sogenannle "Probenvorbereitung", welche die Nukleinsau- 
ren aus den verschiedenslcn Maierialien wie Speichel. Blui, Liquor; Organisiiien wie z. B. Bakterien, Helen, Pilzen aber 
auch Pn anzenniaierial, Fleisch und weiieren nukleinsaurecnihalienden Proben freiseizi und so vorbereiieu dass das PCR- 
Vcrfahren ohne Storungcn durchgcfiihrl werden kann. Dicsc Probenvorbereitung isl derzeil das Nadelohr fur die breiie 

20 Anwendung, weil vor alleni auionialisierbare Verfahren fehlen. 

Fur die Auioniaiisierung sind Panikel als FesLphase von groBer Bedeuiung, die enlweder verbunden mil Fillration oder 
Zenirifugaiion in der Probenvorbereitung eingesetzl werden, oder aber in Form von sogenannien Magneipanikeln mil 
Hilfe von magneiischen Feldem abgeirenni werden konnen, Als zusammenfassende Literalurstelle wird US 4,554,088 
genanni. 

25 In der Li leraiur sind verschiedene Verfahren fiir die Probenvorbereitung zur PCR beschrieben, so z. B. unter Verwen- 
dung von anorganischen Silikaloberflachen als Adsorber lur Nukleinsauren, die in Gegenwan von chaolropen Salzen 
nach EP 0 389 063 an das Silika bindcn und mil dicscni Prinzip isolicrt werden konnen. 

Die US-PS 5,705,628 beschreibi als Adsorber tHr Nukleinsauren Magnelpartikel, die Carboxylgruppcn an der Ober- 
nachc iragen. Die Verwendung solcher Partikel isl in einem MehrschriiiprozeB beschrieben, bei dem zunachst in einer 

30 zeiilich gestaflelien Abfolgc zu einer Probe ein Lysepuffer zuni AufschluB der Probe, anschlieBend die Magnelparlikel- 
suspension und danach ein spezielier Puffer, der die Polariiiii und Hydrophobiziiat der result ierenden Losung so einstellt^ 
daB Nukleinsauren an die Magnelpartikel reversibel binden, zugegeben wird. Es handell sich dabei um einen hochvisko- 
sen Puffer, der Polyeihylenglykol (20 %) zusammen mil 2,5 M Kochsalz entball (im Folgenden PEG-Puflfer genanni). 
Nach ein- oder niehriiialigeni Waschen der Magnelpartikel und Resuspension der Magnelpartikel in einem Elutions- 

35 puffer wird die Nukleinsiiure dcsorbieri und kann nach Abirennen der Magnelpartikel eninommen werden. Fiir eine Au- 
ioniaiisierung crgcben sich aber aus diesem ProzeB drci Problcme: 

a) Die in eincr /eiilich gesiaflelten Abfolge noi wendigen Pipeiiierschrilte sind fiir eine Auioniaiisierung, z. B. mil 
einem Pipeiiicrroboier, auBersi zeiiaufwendig, so daB dieses Verfahren nichi fur einen hoheren Probendurchsaii ge- 

40 eignet isl. 

b) DerEinsaiz cines hochviskosen Puffers erforderi bei der Auioniaiisierung einen erheblichen Aufwand, eine eni- 
sprechend noiwendigc Durchmischung zu eneichen. Da vor allem bei Auloniatisierungen 96-Well-Mikroiiierplal- 
len als ReaklionsgcfaBccingesetzi werden, muB durch cine enlsprechende Schuiiel- oder RUltel-Apparatur oder an- 
dere mechanische Durchmischung dafiir gcsorgi werden, daB in alien GefaBen eine gleichmaBige Mischung erfolgl. 

45 c) Eine wciiere Problciiialik ergibl sich aus der Talsache, daB die Proben vielfalliger Natur sind. Die bekannien Me- 
ihoden der Probenvorbereitung lieBen llir viete Proben im Hinblick auf ihre Eflekliviial zu wunschen iibrig. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es daher, eine Moglichkeil bereiizustellen, die Probenvorbereitung effektiver 
zu gestalicn und dabei die Nachieile des Siandes derTechnik zu vermeiden. Insbesondere war es Aufgabe der vorliegen- 
50 den Erfindung, Moglichkeiien bereitzusiellen, die Probenvorbereitung und gegebenenfalls auch die spatere PCR-Reak- 
lion ntil Hilfe des Einsaizes von Pipeiiierroboiern durchzufuhren und hierfur eine Vereinfachung und Auiomalisicrung 
der bisherigen Verfahren zu eniioglichen. 

Diese Aufgabe wurde erfindungsgemaB gelosl durch einen Reagenzicnkil fiir die Isolierung von Nukleinsauren aus ei- 
ner biologische, nukleinsaurehallige Konipanimenie enthalienden Probe, welcher dadurch gekennzeichnei ist, daB er 

55 

a) negativ geladcne Partikel aus einem Polymemiaierial, 

b) ein Reagenz I besiehend aus einem Gemisch eines geladenen oder ungeladenen Deiei^ens und einem aliphaii- 
schen Alkohol, oder/und ein Reagenz II, bcsiehcnd aus einer wassrigen Losung mindeslens eines chaolropen Sal- 
zes, und 

60 c) eine Proteinase-] /Ssung 

enihall. 

Der Begrifl' "biologische, nukleinsaurehallige Kompariiinenie" bezeichnel im Rahmen der voriiegenden Erfindung 
alle Slrukiuren in zu uniersuchenden Proben, aus denen Nukleinsauren durch Lyse freigeselzl werden miissen. Insbeson- 
65 dere sind 2SeIlen, einschlieBlich bakierieller oder Hefe-Zellcn, sowie Vjren von dieser Definition umfasst. 

Der crfindungsgcmaBe Rcagenzienkit beinhallet als Rcagcnzien I oder/und D Zusammensetzungen mil uberraschend 
einfachen Rezeplurcn, die fiir eine efiekiive Lyse der Proben, d. h. der biologischen, nukleinsaurehaliigen Komparti- 
nientc, eingcseizi werden konnen. Des weiieren emioglichcn die im erfindungsgemaBen Reagenzienkii enihalienen Rca- 
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gcnzicn I und D cine solbri nach dcrLyse statlfindcnde Bindung der freigeselzlen Nukleinsauren an die Polyincrparlikel, 
ohnc daB der lifter gewechscli bzw. Zugabe anderer Subsianzen notig isi. Durch Einsaiz von neuiralen kationischen 
Oder anionischen Detcrgenzicn in hohen Konzcniraiionen zusaniinen mil alipharischen Alkoholen kann eine bcsonders 
effizicnie und vollslandige Lyse errcichl werden, was insbesondere auf Proben zutriffu welchc Hefezellen cnthaltcn. Bei 
Verwendiing dcs Reagcnz II enlhaliend eine waRrige I^snng niindcsiens eines chaoiropen ShI/cs kann eine besonders cf- 5 
fekiive Lyse von Proben enihaliend Vollblui bewirkl werden. Fiir alle anderen Anwcndungslalle sind die Reagenzien I 
und II ebenfalls geeigneu wobci fiir den jcweiligen Anwendungsfall die bessere Eignung dcs einen oder anderen Rea- 
genz voni Fachiiiann vorab leicht bcslimnil werden kann. 

Der erlindungsgemaHe Rcagenzienkil, ernioglichl die Durchfuhrung der Lyse von /ellen oder Viren und Bindung der 
Nukleinsauren an Partikcl sowie die Abtrennung der Partikel von der Probenlosung in eineni quasi Einschrin verfahren, lo 
in dein zu einer Mischung aus Parlikeln. Reagenz I oder 11 und Proieinaselosung die Probcnsubslanz zugegeben wird, 
und nach ent^precliender Inkubalion die Probenlosung wieder abgclrennt werden kann unier Zuriicklassung der aus den 
Zellen ahgeirennten Nukleinsauren in an die Pnlymerpartikel gebundener Form. 

In bevorzugien Ausluhrungslbnuen der Erfindung enlhail der Reagenzienkil zusalzlich noch Waschpuffer oder/und 
Elulionspufler zur Ablrennung der Nukleinsauren von den Polynierparlikeln. t5 

Der erfindungsgemafie Reagenziensa»2 beinhaltei damit in besonders bevorzugter Ausfiihrungsfonn alle Reagenaen 
zur Durchfuhrung ei ner Nukleinsaureisolierung aus Proben. Dabei bestehi die Moglichkeii, die Reagenzien zunachsl ein- 
zeln, also jeweils in separaien Flaschen, ini Reagcnziensaiz vorzuhalten und ersi unmittelbar vor der Anwendung eine 
siabile Arbciislosung hcrzustcllen. Dies hal den Vorteil, daB jc nach Probe sehr unierschiedliche Lyseprinzipien ange- 
wandi werden konnen. So wurde iiberraschenderweise fesigesiellu daB ein Puifer mil NaLriunidodecylsulfai zusainmen 20 
mil Elhanol fiir die Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe besonders vorteilhaft isu wahrend ein Puffer mil (iuanidini- 
umthiocyanal fur den AufschluB und die Isolierung von Nukleinsauren aus Vollblui besser geeignel isl. 

Der erfindungsgemaBe Reagenzienkil enthali daher in einer bevorzugien Ausfuhrung in separaien Flaschen die Rea- 
genzien A) Partikel, B) Reagenz I mil Detergenz/Alkohol-Gemisch, C) Reagenz 11 mil hochmolaren Salzen von chaoi- 
ropen Verbindungen sowie D) eine Proieinaselosung. 25 

Daruber hinaus kann der erfindungsgemaBe Reagenzienkil auch eine oder inehrere ArbeiUilosungen, enihaliend Mi- 
schungcn aus A, B und D sowie aus A, C und D gcbrauchslertig vorhalicn. 

Ein erfindungsgemaBer ReagenzienkiU der sowohl Reagenz I als auch Reagenz II beinhalleU ist geeignel fiir die Iso- 
lierung von Nukleinsauren aus einer groBen Vielzahl von Proben, wobei jeweils bezogen auf die Anwendung die lelzi- 
endliche Herslellung der Arbeiislosung durch den Anwender erfolgl. Selbslverstandlich isl auch ein Reagenzienkil im 30 
Rahmen der vorliegenden Erfindung umfaBu welcher nur cines der beiden Reagenzien beinhallel und daher besonders 
geeignel isl fiir z. B. die Isolierung von Nukleinsauren aus Hefe-enlhallenden Proben bzw. Vollblui. Die Anwendung ei- 
nes der Reagenzien bei anderen Proben soil durch diese bevorzugien Anwendungen nichi eingeschrankt sein. 

Wie bereiis crwalint, konnen weiiere Koniponenlen des erfindungsgeniaBen Reagenzienkils Waschlosungen fur die 
Partikel sein, die in einer separaien Flasche abgefulli sind. Zur Elution der Nukleinsaure von den Partikeln wird ein Elu- 35 
lionspuffer benoiigU der sich insbesondere durch niedrige lonensiarke auszeichnen sollie. Diese Komponenle kann eben- 
falls ein Teil des erfindungsgeniaBen Reagenziensaizes sein. Sowohl geeignele Waschlosungen als auch Elulionspufler 
sind im Prinzip dem Fachmann bekannl. 

Die Funklionsweise der einzelnen Besiandieile des erfindungsgeniaBen Reagenzienkils wird im Folgenden geschil- 
deri: ^0 
Eine Probe wird mil einer Arbeiislosung enihaliend die Besiandieile A, B, D oder A, C, D verseizi und inkubierL Im Ein- 
zelfall kann die Inkubalion bei hohcrcr Tenipcraiur siallfinden. Die Arbeiislosung bewirkl gleichzeilig den AufschluB der 
Probe, die Freiseizung der Nukleinsauren sowie die Bindung an die Partikel, die Beslandieil der Arbeiislosung sind. Die 
Panikel werden abgeirenni, der klare Uberstand abgesaugi und verworfen. Die Partikel werden danach in einer geeigne- 
len Waschlosung gewaschen, wobei sich alkoholische Losungen wiederum aus Griinden der einfachen Mischbarkeil als 45 
besonders vorteilhafi erwiesen. Insbesondere Wasser/Elhanol- oder allgeniein Wasser/aliphalischer Alkohol-Gemische 
ini Verhalinis 70 bis 30 Teile Wasser mil 30 bis 70 Teilen Alkohol ergeben im Rahmen der Erfindung befriedigende Er- 
gebnisse. Der WaschprozeB wird je nach Probe ein- oder inehrmals wiederholl und die gewaschenen und abgeschiedenen 
Panikel mil einem Pufl'er niedriger lonensiarke aufgenommen, so daB die Nukleinsauren desorbieren und in Losung ge- 
hen. Danach kann eine Weiierverarbeiiung z. B. fiir eine PCR-Amplifikalion erfolgen. 50 

In einer bevorzugie Ausfiihrungsfonn der Erfindung enlhail der Reagenzienkil als negaliv geladene Partikel solche aus 
Polystyrol oder Poly vinylalkohol, wobei diePariikel aus Poly vinylalkohol eine besonders bevorzugie Ausfiihningsfonn 
darsiellen. 

Obwohl es prinzipiell naiiirlich moglich isl, nichl magneiisch beeinflussbare Partikel zu verwenden, isl es bevorzugl, 
magneiisch beeinfluBbarc Partikel vorzusehen, welche bei der Isolierung der Nukleinsauren besonders leichl uber einen 55 
Magneien an einer Siclle im RcaklionsgefaB konzenuiert werden konnen und von denen die verbleibende Probenlosung 
besonders einfach abgeirenni werden kann. 

Bevorzugl weisen die Partikel im Reagenzienkil einen durchschnitllichen Durchmesser von 0,1 bis 100 pm und insbe- 
sondere von 1 bis 10 pm auf. Partikel dieser Durchmesser erlauben eine guie und effeklive Bindung von Nukleinsauren. 

Die negative I^dung der Panikel beruhl in einer bevor7.uglen Ausfiihrungsform der Erfindung auf der Anwesenheil fiO 
von Carboxylgrtjppen auf der Oberflache der Panikel. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung besonders bevorzugl ein- 
zusetzende Panikel sind z. B. in der EP 0 843 591 beschrieben. 

Bevorzugl enihali das Reagenz I des erfindungsgeinaBen Reagenzienkils als Deieigens Nalriumdodecylsulfai oder Ce- 
lylammoniuiTibromid (CTAB), vorzugsweise jeweils in einer Menge von 1 bis 10% bezogen auf das Reagenzyolumen. 

Als aliphaiischer Alkohol isl in Reagenz 1 vorzugsweise Ethanol enihalien, wobei eine Konzenu-aiion von mindesiens 65 
40 Vol. % zu guien Ergcbnisscn fiihn und daher bevorzugl isi. 

Reagenz n enlhail bevorzugl wassrige Losungen von Guanidiniumhydrochlorid oder -ihiocyanal, wobei wiederum 
Konzenlrationen dieser Salze von 2 bis 8 M bevorzugl sind. 
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Die Kcagcn/icn I und II enlhali.cn ggi\ weilerc ublichc und geeignete Pufler- und/oder Hilfssubslan/x^n. Ucispielhafi 
fur Puflcrsubstanzcn sei ITHS/I-ICJL genannl., Hilfssubsi.an?^n konnen z. B. Koiiiplcxbildner wic EDTA scin. Der pH- 
Wcrl der Rcagcnzien wird vorzugsweise auf ungelahr den physiologischcn pH eingesielli. 

Die im erfindungsgciiiaBen Reagenzienkil cnlhaliene Proleinase dient zur Verineidung von Storungen aufgrund der 

s Anwcscnhcil von Protcinen nach Aiifschhiss der hiologischen, niikleinsanrehaltigen Konipaniinenic. Revorzugl wird 
hicrzu ill! crfindungsgeniaBcn Reagenzienkii Proleinase K eingeseizl, wobei die Menge an eingeseizier Proleinase bci 
der Nukleinsaurc-Isolicrung von der Menge der vorhandenen Zellcn und daiiiil von der Menge der Proieinc abhiingig isL 
Geeignetc Konzeniraiionen von Proteinase kann der Fachinann leichl. eriiiineln, 

Der eriindungsgcniatle Reagenzienkii. eniioglichl. einc leichie und schnelle Isolierung von Nuklcinsauren aus Proben, 

10 insbesondere J'iir die anschlieBende Durchfuhrung einer PCR-Reaklion. Da lediglich Probe zu z. B. einer vorbereiieien 
Arbcitslosung cnlhaliend alle anderen noiwendigen Koniponcnien zugcgcbcn werden muB, nach Separierung der Parli- 
kel uber einen z. B. cinen Magnelen leichl die verbleibende Probenlosung enlfeml werden kann und nach ggf. noiigeni 
Waschen eluien werden kann unler Gewinnung der Nuklcinsauren, kann ein entsprechendes Verfahren leichl aulomaii- 
siert werden. Lediglich ca. 4 Pipetiierschritle sind noiig bis zur letziendlichen Probengewinnung. 

15 Ein weiierer Gegensland der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Isolierung von Nuklcinsauren aus ei- 
ner biologischc, nukleinsaurehallige Kompartinienle enlhalienden Probe, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 
die Probe mil negaiiv geladenen Partikeln aus eineni Polyiiierniaieriai und einem Reagenz, bestehend aus eincm Ge- 
misch eincs geladenen oder ungeladenen Deiergens und eineni aliphatischen Alkohol, oder besiehend aus einer wassri- 
gcn Losung iiiindesiens eines chaoiroj^n Salzcs versetzt, die Partikel in geeigneier Weise von der ubersiehendcn Losung 

20 abu-ennu ggl. waschi und die an die Partikel gebundenen Nuklcinsauren miuels eines Elutionspuffers von den Partikeln 
lost. 

Das erfindungsgeiiiaBe Verfahren wird 'm\ Prinzip unler Verwendung der oben bereils fiir den erfindungsgeniaBen Rea- 
genzienkii beschriebenen Koniponenien durchgefiihrl, weshalb fiir eine nahere Beschreibung der Komponenlen auf die 
obigen Ausfiihrungen verwiesen wird. Es ist dabei bevorzugu eine Proteinase, vorzugsweise Proleinase K zur Vfermei- 

25 dung von Siorungen durch Proieine zuzuselzen. Die verwendeien Partikel und Reagenzien enisprechen den oben be- 
schriebenen, ebenso wie geeigneleWasch- und Elutionspufler, die ebenfalls im erfindungsgeniaBen Verfahren eingeseizl 
werden. Bcsondcrs bcvorzugi wird zuni Waschen inindcsicns 60 %igcs Ethanol cingcsctzt. Es ist auBcrdcin bcvorzugt, 
zur Isolierung von Nuklcinsauren aus Proben enthaliend Hefen, ein Reagenz enthaltend Deleigens und Alkoho! enispre- 
chcnd Reagenz I zu verwenden, wogegen zur Isolierung von Nuklcinsauren aus Vollblul insbesondere ein Reagenz enl- 

30 haliend chaoirope Salzc enisprechend Reagenz U eingeseizl wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann prinzipiell zur Isolierung von DNA oder RNA angewandl werden, wobei aller- 
dings die Isolierung von DNA bevorzugt ist. 

Ein weiierer Gegensland der vorliegenden Erfindung isi ein Verfahren zur Amplifikaiion oder/und Besfininiung von 
Nuklcinsauren iniliels einer Poly nierase-Keiten-Reaklion, bei deni die zu aiuplifizierende Nukleinsaure aus einer biolo- 

35 gische, nukleinsaurehallige Kompanimcnie enlhalienden Probe mil Hilfe des oben beschriebenen erfindungsgeniaBen 
Verfahrens bzw. mil Hilfe des oben beschriebenen erfindungsgeinaBen Reagenzienkits isolierl wird. Ein besonderer \4)r- 
leil der Erfindung isl narnlich auch darin zu sehen. daB die Nuklcinsauren nach der Abtrennung von den Polynierparti- 
keln iin EluiionspuiTer unmiiielbar zu einer PGR Reaktion eingeseizl werden konnen. Die PCR-Reaklion an sich oder/ 
und die Idenlifizierung der Nuklcinsauren z. B. durch Sequenzierung konnen nach bekannien Melhoden durchgefuhrt 

40 werden. 

Durch die erfindungsgeniaBen Verfahren sowie den erfindungsgeniaBen Reagenzienkii werden einfach und leichl au- 
loniaiisierbaic Mogiichkeiien zur Probenvorbcreiiung fur die PGR bereitgcstelll^ die eine erhebliche wcilere Vereinfa- 
chung bei der Analyse von Nukleinsiiurehalligcn Proben darstellen. 

Die folgenden Beispiele sollen in Verbindung mil den Figuren die Erfindung weitere erlauiem. 

45 

Beispiele 

1 . Bindung von X-HindlEI-Marker-DNA an Magneipariikel, beschichtel mil Garboxylgruppen, als Adsorber und magne- 

lischer Abscheidung 

50 

0,5 pg X-Hindni-Marker-DNA in 10 pi bidesl. Wasser wurdcn in einer Themiosprint-Plalie [Fa. Innova, Mannheim] 
mil einer Arbcitslosung hergesielll aus 250 )ig Panikein aus Polyvinylalkohol (hergestelli nach EPO 843 591) in 5 \\\ bi- 
dest. Wasser, 5 pi Proteinase K-Losung |1 373 196, Fa. Roche, Mannheim] und 130 pi BILATEST-Lysepufter 1 (SDS) 
bestehend aus 5% Natriumdodecylsulfai [L4390, Fa. Sigma. Munchen], lOOmM Tris/HGl IT2584, Fa. Sigma, Mun- 

55 chen]. 10 mM EDTA (E5134, Fa. Sigma, Munchen], 0% bis 80% Edianol [5054.1, Fa. Roih, Karlsruhe] verseizi. 

Anschlieliend werden die Partikel mil einem Magneien abgelrennl, der Ubersiand abgenomnien und die Partikel mil 
1 50 pi 80% Eihanol [5054.1, Fa. Roih, Karlsruhe] in bidest. Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wird einmal wiederholt; 
danach werden die Panikel in 150 pi BILATEST-Eluiionspuffer besiehend aus 10 niM Tris/IIGI pll 7,0 [s.o.] und 1 mM 
EDTA [s.o.] resuspcndiert, bei 65''G fiir 5 min inkubieri. und mil einem Magneien wie zuvor abgelrennl. Die gereinigle 

60 Nukleinsaure wird im Ubersiand abgenomnien. Die Analyse in einem Standard- Agaroseflachbellgel (0,8% Agarose 
[A931K Fa. Sigma, Miinchenl) ergiblein Bild wie Fig. 1. 

Fie.i 

65 Spur Inhali 

1 , 2 Eluat aus Beispiel I , Lysepuffer mil 0% Eihanol 

3, 4 Eluat aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 10% Eihanol 



4 



ZEICHNUNGENSEITE5 



Nummer: 
Int. CI.': 

Offenlegungstag: 



DE 19937 607 At 
C12N 15/10 

15. Februar2001 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 



i 



Fig. 12 



1 2 34567 89 10 11 12 M 




Fig. 13 



002 067/532 



ZE(tHNUNGENSEITE4 



Nummer: 
Int. Cl.^: 

Offenlegungstag: 



DEI 99 37 607 A1 
C12N 15/10 

15. Februar 2001 



M 1 2 




Fig. 10 



M 1234 56 78 M 




Fig. 11 



002 067/532 



f 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE 19937 607 At' 

lnt.Cl7: C12N 15/10 

Offenlegungstag: 15. Februar 2001 



1 234 



M 






002 067/532 



2EICHNUNGENSEITE2 



Nummer: 
Int. Cl7: 

Offentegungstag: 



DE199 37 607 A1 
C12N 15/10 

15. Februar 2001 



M 



12 3 4 




Fig. 5 



Ml 23456 7 8 




Fig. 6 



002 067/532 



ZEICHNUNGENSEtTE 1 



Nummer: 
Int. Cl7: 

Offenlegungstag: 



DE19937 607 At 
C12N 15/10 

15. Februar2001 



M 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13141516 1718 M 



* 




■ ■ fi - * • * 

. » . • t.' 

■ t .-• 


r 




• * 


— • • 




• *' " ' 


• 

• • 


• 

• • » 

« 












Flg.1 




Fig. 2 



M 1 2 



1 2 M 





Fig. 3 



Fig. 4 



002 067/532 



■ . . . i^w v.,. 



- Leerseite r 



r r. 



r 



^3 . 



, 4 ^ 

.lit* 



DE 199 37 607 A 1 



Parlikel in gceigncler Weise von der ubersiehendcn Losung ablrcnnl, ggf. wascht und die an die Partikel gebunde- 
nen Nukleinsauren iTiiiicls cines Eluiionspufiers von den Panikcln lost. 

14. Verlahrcn nach Anspruch 13, dadurch gekcnnzeichncl, daB man zusiitzlich zu deni Reagenz eine Proteinase, 
vorzugswcise Proieinase-K, zuselzt. 

15. Verfahren nuch Anspruch 13 oder 14, dadurch gckennzcichnct. daB man als Parlikel aiis Polynieniiaierial Po- 
ly Sl.yro! Oder insbesondere Polyvinylalkoholpanikcl einselzi. ^ 

16. Verfahren nach eineni der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichneu daB man magneiisch beeinfluBbare 
Partikel verwendei und diese mil Hilfe eines Magneien von der ubersiehenden Losung separiert. 

17. Verlahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, dadurch gckennzeichnet, daB man Parlikel mil einem durch- 
schniiilichen Durchntesser von 0,1 bis 100 pm und insbesondere von 1 bis 10 pm verwendei. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 3 bis 17, dadurch gekennzcichneU dafi man Partikel mil Carboxylgrup- 
pen an der Oberflache verwendei. 

19. Verfahren nach eineni der Anspriiche 1 3 hk 1 8, dadurch gekenn7.eichnet, daB man zur Tsolierung von Nuklein- 
sauren aus Proben enlhaltcnd Hefezellen ein Reagenz enlhaltend Nalriunidodecylsulfal oder DTAB, vorzugswcise 
in Mengen von 1 bis 10% verwendet. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnei, daB das Reagenz als aliphalischen Alkohol Elhanol, 
vorzugsweise in einer Konzentration von mindesiens 40 Vol.% verwendet. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnei, daB man zur Isolierung von Nuklein- 
sauren insbesondere aus Vollblul ein Reagenz enlhaltend Guanidiniumhydrochlorid oder Guanidiniumthiocyanat, 
vorzugsweise jeweils in Konzeniralionen von 2 bis 8 M, verwendet. 

22. Verlahren nach eineni der Anspriiche 13 bis 21 , dadurch gekennzeichnei, daB man den Reagenzien weiiere Puf- 
fersubsianzen und/oder Kcmplexbildner zuselzt. 

23. Verfahren nach eineni der Anspriiche 13 bis 22, dadurch gekennzeichnei daB man die separierten mil Nuklein- 
sauren beladenen Partikel mil einem Waschpuffer enlhaltend mindestens 60% Elhanol wascht. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 3 bis 23, dadurch gekennzeichnei, daB man es unier Verwendung eines 
Reagenzienkiii nach einem der Anspriiche 1 bis 12 durchfiihrl. 

25. Verlahren zur Amplifikation odcr/und Bcsiimmung von Nukleinsauren niiitcls cincr Polyincrasc-Kcllcn-Rcak- 
lion (PGR), dadurch gekennzeichnei, daB man die zu amplifizierenden Nukleinsauren aus einer biologische, nukle- 
insaurehallige Komparlimente enlhalienden Probe mil Hilfe eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 13 bis 24 
gewinnt und die Amplifikalionsreaktion sowie ggf. die Beslinimung nach an sich bekannlen Meihoden bewirkt. 



Hierzu 5 Seiie(n) Zeichnungen 
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b) Humanblui 

Mil der isolicricn Hunian-DNA aus Beispie) 9 wird eine ?(K m^d Mi lO*:^ • . ^ • 
P- Al : 5*-T(JA (XKi (JGT CAC CCA CA(^ TXiT (^Y cSta ^ ^ ^""'""^ 

P- S^ii^^^ Mi,, diesen IVi.nc. wini ein 600 bp-Fragn.en. aus de. 

LaSrs^^^^ 

lysien (in Fig. 13 dargesielii) Ainphhkaie wurdc aul eineiii Slandardagarosegel (1,6%) ana- 
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Fig. 13 



Spur Inhalt 

1 

2 

3 
4 
5 
() 
1 
8 



30 DNA-Losung 

Wiederholung von Spur 1 ^'^ 
]OpL DNA-Losung 
Wiederholung von Spur 3 
1 pL DNA-Lbsung 
Wiederholung von Spur 5 

OJpL DNA-Losung 20 
Wiederholung von Spur 7 

9 0.0] pL DNA-Losung 

1 0 Wiederholung von Spur 9 
n 0,001 pL DNA-Losung 

^2 Wiederholung von Spur 1 1 

M Marker 100 bp-Lei ler 



Paienlanspruche 

"-'o^'-he. nukleins^urehaltige Xo.pani.en^ 

daclurcli gekennzeichnet. dass er 

a) negativ geladene Parlikcl aus eincm Polvinem.aterial 

i^^^^^^ -^^'f - ^e.e,ens und eine. Bi- 

ropen Salzes, und ^ ' ^^"^^ ^^^^"8^" I^sung mindesiens eines chaoi- 



30 



35 



c) eine Proieinase-I^sunc 
cnlhaJl. 



^^'"""'^"^'^ P-i^e. aus Po.ys>vro, Oder ' 

lichen D.ch„,e.er von 0., bis .(J:::^:^^^^^^^^^^^^^ "-i^^' ei-en d..hsc*ni„: 

^rup^rrdrss^— ^ ^ 

Usu^^S"'' "'^^ ^-'^^^^-^^r. Ansprache. dadurch gekennzeichnet, dafi er eine P..einase K- 5= 

n ein'?pS'r6 M^^^^^^^^ ^^-^ eekenn^eichnet. daB die Reagen.en I .„d 

enchm. ^'""""^P"""^^ Ablosung der an die Panikel gebundenen Nukleinsauren 

aliphaiiscl,en Alkohoi, odcr bes.chend auseirS«„T«ll . " «ler ungeladenen De.e,gens und einem 

einer wassngen Losung mindesiens eines chaoiropen Salzes vereetzt, die 
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Fig. 1 1 



Spur InhatL 

M Marker a-Hindm): 23,1 19,4I6,6I4,4I2,3I2.0I(),56 KB 

^ 1,2 Eluai aus Bcispici 10, Lyse 1 min 

3, 4 Elual aus Beispiel 10, Lyse 5 min 

5, 6 Elual aus Beispiel 10, Lyse 10 min 

7, 8 Elual aus Beispiel 10, Lyse 15 min 



10 

Der Aufschluss verlauft. sehr schnell, bcreiis nach 1 min crhalt man eine hohc DNA-Ausbeute. Dies ent^prichl auch 
den Beobachtungen bei unseren Vcrsuchen mil den Hefen, die ebenfalls schon nach 1 min aufgeschlossen werden konn- 
len. 

15 12. Isolierung von Nuleinsauren aus Hefe niiliels Agarose-Partikeln beschichiet mil Glutaminsaure 

Der Vcrsuch aus Beispiel 4 wurde mil Agarosepariikein, beschichlei mil Glutaminsaure (G2759, Fa. Sigma, Munchen) 
wicdcrholi. Das Hrgebnis war ahnlich dem in Fig. 4 gexeigien Ergebnis von Besipiel 4, allerdings war die Ausbeuie we- 
scnllich gcringcr. 

20 

13. K!R-Experimenle 
a) Hefe 

25 Mil der isolicncn Hefc-DNA aus Beispiel 3 wird eine PGR (US 4 683 195) mil den Priniern 
KV80: 5-G(X3 QAT CCT TAA GTC GAA TGG TGA AAA TT-3' 
KV102; 5 -G( AAT TGG TAT CTT CTT TGG GGA AGG AA-3' 

[Fa. MWCi Biotech AG, Ebersberg bei Munchen] durchgefiihrt.. Mil diesen Primem wird ein 496 bj>Fragmenl. aus dem 
BGYl-(jcn der llcfc amplifi/jert. Die PCR-Ansal2e enlhallen die folgenden Besiandieile: 
30 0,5 pL Primer-Losung 1 (50 pinol pL"^ in H2O bidest.) 
0,5 pL PrimcT-Losung 2 (50pniol pL"' in H^ObidesO 

2 pL dhTlT-ljosung, Konzenlralion der Nukleoiide je 5 mM (Eurogeni.ec, Seraing, Belgien) 

4 pL MgGh-Losung 25 inM (Eurogeniec) 

5 pL 10 X lX:R-PutTcr (Eurogeniec) 
35 0,5 u Taq-Po!ymcrasc (Eurogeniec) 

bis zu 30 pL DNA- odor Probenlosung 

in einem Gcsaniivolumen von 50 pL. Wahrend des Ansaizes wird die PCR-Platie auf 4°G gekuhlt. Nach Zugeben der 
letzien Losung wcrdcn die Proben einmal mil. einer Pipelie gemischt. DiePC'R wird in Thermosprinl-Piatlen [Fa. Innova 
GmbH, Mannheim) im Primus 96 Plus [MWG Biotech AG, Munchen] durchgefiihn. Das Programm umfassl, die folgen- 
40 den Schriiic: 

Deckelhci^ung auf HOT 

3 min 94°G 
27 Zyklcn mil 
-30s94"C 

45 -30s50T 
-2 min 72T 
5 min 72°C 
Kiihlung aur4T 

Nach der PGR wcrdcn die Proben mil 15-20% Gel-Ladepuflfer mil EDTA [Sigma, Munchen] verselzi. Die Amplifi- 
50 kale wurdc auf cincm Siandardagarosegel (1,6%) analysierl. (in Fig, 12 dargeslcUl). 

Fig. 12 
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30 pi DNA-Losung 
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Wicderholung von Spur 1 
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lOpL DNA-Losung 




4 


Wicderholung von Spur 3 




5 


1 pL DNA-Losung 
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Wicderholung von Spur 5 




7 


0,1 pL DNA-Losung 
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Wicderholung von Spur 7 
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0,01 pL DNA-Losung 




10 


Wiederholung von Spur 9 
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0,001 pL DNA-Losung 
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Spur InhalL 

3 Eluat aus Beispiel 71 ; 10 venlunnl 

4 Wicderholung Spur 3 

8. Isoliening von NukJeinsaiircn aus eineni Geniisch von EDTA-Kaninchenvollblul iind Tlerez^llen iniltels Magneipani- 

keln, bcschichiei mil CarboxyJgruppen, als Adsorber 

10** Hefezellen in 10 pi EDTA-Kaninchenblul. wurden sowohl wie Beispiel 3 als auch wie Beipiel 7 behandell. Die 
Analyse in eineiii Siandardagaroseliachbeilgel (0,8% Agarose |s.oJ) ergibl ein Bild wie Fig. 8. 

Fig. 8 

Spur Inhali 

1 Eluai. aus Beispiel 8 mii Lysepuffer aus Beispiel 2 

2 Wicderholung Spur 1 

3 Eluat aus Beispiel 8 mil Lysepuffer aus Beispiel 7 

4 Wicderholung Spur 3 

M Marker (^.-Hindin): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 

Aus dieser Darsiellung ergibt sich der Hinweis, dass sich die Hefezellen mil deni SDS-Lysepuffer aus Beispiel 1 und 2 
selekliv lysieren lassen, wahrend Vollblui. sich selekiiv mit dem Guani din-Puffer aus Beispiel 4 lysieren lasst. 

9. Isolicrung von Nukleinsauren aus hunianem EDTA-VoUblul miuels Magneiparlikein, beschichiei mil Carboxylgrup- 

pen, als Adsorber und Guanidiniumthiocynal-Losung 25 

Beispiel 7 wurdc mil hunianem Vollblui wicdcrholl. Die Analyse in cincm Siandardagaroseflachbcitgcl (0,8% Aga- 
rose [Fa. Sigma, Munchen]) ergibl ein Bild wie Fig. 9, 

Fig. 9 30 

Spur In halt 

1 Eluat aus Beispiel 9 mil Lysepuffer aus Beispiel 7 

2 Wiederholung Spur 1 

M Marker (X-HindlH): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 35 

3 Eluat aus Beispiel 9 niit Lysepuffer aus Beispiel 2 

4 Wiederholung Spur 3 

1 0. Isoiierung von Nukleinsauren aus der humanpathogenen Hefe Candida albicans miuels Magnetpartikeln, beschichiei 40 

mil Carboxylgruppen, als Adsorber 

Der Versuch aus Beispiel 4 wurde mil 10^ Zellen der humanpalhogenen Hefe Candida albicans wiederholt. Diese Hefe 
zeichnet sich durch eine besonders starke und schwer zu lysierende Zellwand aus. 

Als Ergebnis wurde das Eluai init einem Slandard-Agaroseflachbeiigel (0,8 % Agarose |s.o.] analysiert und in Fig. 10 45 
dargestellt. 

Fig. 10 

Spur Inhalt 50 

M Marker (X-HindlU): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 

1 Eluat aus Beispiel 10 

2 Wiederholung Spur 1 

55 

11 . Isoiierung von Nukleinsauren aus dem gram-posi liven Bakterium Lactococcas laciis miltels Magnetpartikeln, be- 
schichiei mil Carboxylgruppen, als Adsorber 

Der Versuch aus Beispiel 4 wurde mil dem gram-posi liven Bakterium Lactococcus lactis wiederholt. Gram-posilive- 
Bakierien hesii7.en ebenfalls eine besonders siarke und schwer zu ly.sierende Zellwand. Rs wurden Lysezeilen von 1 min 60 
bis 15 min verwendet. 

Als Ergebnis wurde das Eluai. mil einem Standard-Agaroseflachbeitgel (0.8 % Agarose (s.c] analysiert und in Fig. 1 1 
dargesiellt. 

65 
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Spur In hall 

M Marker (X-Hindin); 23,119,416,614,412,312,010,56 KB 

5. Isolierung von Nuklcinsaure aus Hcfc miiiels Magnciparlikel, beschichtel mil ('arboxylgruppen, als Adsorber und n»a- 
s gneiischer Abscheidung 

Beispiel 3 und 4 wurden im direkien Vergleich wiederholi. 

Als Ergebnis wurde das Elual mil cineni Standard- AgaroseflachbeUgel (0,8 % Agarose |s.o.]) analysierl und in Fig. 5 
dargesielll. 

10 

Fig. 5 



Spur Inhall 

M Marker (X-HindlH): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 

15 K 2 Elual aus Beispiel 5, Elution bei RT 

3, 4 Elual aus Beispiel 5, Eluiion bei 65''C 



Die Eluiion bei RT flibn zu einer geringeren Eluiion von klcineren Nuklcinsaure-Molekulen, z. B. RNA (die unieren 
20 beiden Banden in Spur 3 und 4). Diese Selekliviiai kann zur Trennung von verschiedenen Nukleinsaureniolekiilen aus- 
genulzl werden. 

6. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe niiliels Magnciparlikel, beschichlel mil Carboxylgruppen, als Adsorber und ma- 

gnetischer Abscheidung 

25 

Beispiel 3 wurde wiederholi, wubei Lysepuffer niil SDS oder mil CTAB (CeiylUiiiielhylaininoniuinbromid, 9161.1, 
Fa. Roih, Karlsruhe) vcrglichcn wurden, jcwcils mil 50% Elhanol odcr ohnc Elhanol. 

Als Ergebnis wurde das Elual mil eincm Siandard-Agaroseflachbellgel (0,8 % Agarose [s.o.]) analysierl und in Fig. 6 
dargesielll. 

30 

Fig, 6 



Spur Inliatl 

M Marker (VHindlE): 23 J 19,416,614,412,312.010,56 KB 

35 1,2 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5% SDS 

3, 4 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5% SDS und 50% Elhanol 

5, 6 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5% CTAB 

7, 8 Elual aus Beispiel 6, Lysepuffer mil 5^ CTAB und 50% Elhanol 



40 

CTAB kann siaii SDS eingeseizi werden, ohne Elhanol findei jedoch in beiden Fallen keineBindung der genomischen 
DNA siail. In Konirollvcrsuchen wurde gezeigl, dass dcr Zellaufschluss auch ohne Elhanol erreichi wird, die geringe 
Ausbeuie bei den Proben ohnc Elhanol isi daher auf die geringe Bindung der DNA in Abwesenheii von Elhanol zuriick- 
zufi'ihren. 

45 

7. IsoHerung von Nukleinsiiuren aus EDTA-Kaninchenvollblui miliels Magnciparlikel, beschichlel mil Carboxylgrup- 
pen, als Adsorber und Guanidiniuiiiihiocynal-Losung 

Zunachsl wird fur cincn Testansaiv. eine Arbeiislosung hcrgesielll aus 250 pg Panikeln aus Polyvinylalkohol (herge- 
50 sielli nach EP 0 843 591) in 5 pi bidesi. Wasser, 5 pi Proteinase K-L6sung (1 373 196, Fa. Roche, Mannheim) und 130 pi 
BILATESTLysepuffer D (Gu-SCN) besichend aus 6 M Guanidiniumthiocynai |G9277, Fa. Sigma, Munchen], 100 mM 
Tris/HCl [T2584, Fa. Sigma, Miinchen], 1 mM EDTA 1E51 34, Fa. Sigma, Munchen], 2,5% Nairiumlaurylsulfal (L9150 
Fa, Sigma, Munchen). pH 7.0. 

10 pi EDTA-Kaninchenvollblul werden mil 140 pi der zuvor beschriebenen Arbeiislosung versetzt und 15min bei 
55 37°C verschlossen inkubiert Anschliessend werden die Part ikel mil einem Daueniiagnei auf den Boden gezogen und der 
Ubersiand abgenommen. Die Parlikel werden mil 150 pi 80% Elhanol 15054.1, Fa. Roih, KarlsruheJ in bidesi. Wasser 
gewaschen. Dieser Vorgang wird einmal wiederholi; danach werden die Panikel in 150 pi BILATEST-Eluiionspuffcr be- 
siehend aus 10 niM Tris/IlCl pi 1 7,0 Is.o.] und 1 mM EDTA [s.o.] resuspendien, bei 65°C fiir 10 min inkubien, wie zu- 
vor abgeu-enni und die gereinigie Nukleinsaure iin Ubersiand abgenommen. Die Analyse in einem Siandardagaroseflach- 
60 beiigel (0,8% Agarose IFa. Sigma, Miinchen] ergihi ein Rild wie Fig. 7. 

Fig. 7 



Spur Inhall 

65 M Marker (^-HindlE): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 

1 Eluat aus Beispiel 7 unverdunni 

2 Wiederholung Spur 1 
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Spur inhaU 

5, 0 Elual aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 20% Elhanol 

7, 8 Elual aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 30% Elhanol 

9, 10 Elual aus Beispiel K Lysepuffer mil 40% Elhanol 

1 1, 12 Elual aus Beispiel 1, Lysepuffer mil 50% Elhanol 

13,14 El ual aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 60% Elhanol 

1 5, 1 6 El ual aus Beispiel 1 , Lysepuffer mil 70% Elhanol 

17 18 Elual aus Beispiel 1, Lysepuffer mil 80% Elhanol 

M ' Marker (X-HindlD): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 



Die Bindung der DNA an die Magnetpanikcl ist dcutlich abhangig von der nihanol-Konzeniraiion, untcr 50% Elha- 
nolkon/.cniration islkaum Bindung zu beobachten. 

2. Isoliemng von Nukleinsaure aus Hefe mil Panikeln, beschichtel mil. Carboxylgruppen, als Adsorber und Zenuifuga- 

tion 

/uniichsi wird fur einen Testansatz eine Arbeiisloung hergestellt aus 250 pg Panikeln aus Polyvinylalkohol (herge- 
siclh nach HP 0 843 591 ) in 5 pi bidesi. Wasser, 5 pi Proieinase K-L6sung [1 373 1 96, Fa. Roche, Mannheim] und 130 pi 
BlLA'niS'l-Lysepuffer 1 (SDS) besiehend aus 5% Natriumdodecylsulfal (L4390, Fa. Sigma, Miinchen], 100 mM Tris/ 
HCI rn.S84, Vii. Sigma, Munchen], 10 niM EDTA 1E51 34, Fa. Sigma, Miinchen], 50% Ethano! [5054.1, Fa. Roth, Karls- 
ruhe |. 

l-iir cincn 'Icsiansalz werden 10** Hefe-Zellen (Saccharomyces cerevisiae) in 10 pi Volumen m einer Thermospnnl- 
Plaiie |l*a. Innova, Mannheim] mil 140 \i\ dieser Arbeilslosung verselzt und 15 min. bei 37°C inkubierL AnschlieBend 
wcrdcn die Pariikcl in einer Zentrifuge (Nr. 5810R; Fa. Eppendorf, Hamburg] fur 2 min. 1000 rpm in einem Mikrolitra- 
lionsplaiicnroior |Nr. A-4-62; Fa. Ependorf, Hamburg] zenlrifugieru der Ubersland abgenommen und die Partikel mil 
150 pi 8(1% liihanol (5054.1, Fa. Rolh, Karlsruhe] in bidest. Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wird einiiial wiederholl; 
danach wcrdcn die Partikel in 150 pi BILATEST-Eluiionspuffcr bcsichcnd aus 10 mM Tris/HC) pH 7,0 [s.o.] und 1 mM 
EDTA I s.o. I rcsuspcndierl, bei 65°C fiir 1 0 min inkubierl und durch Zenuifugation wie zuvor abgeu-ennl. Die gereinigle 
Nuklcinsiiurc wird ini Ubersland abgenommen. Die Analyse in einem Siandard-Agaroseflachbeiigel (0,8% Agarose 
|A9311.1'a. Sigma, Miinchen]) ergibi ein Bild wie Fig. 2: 

Fig. 2 



Spur Inhah 

r 

1 Elual aus Beispiel 2 

2 Wicdcrholung Spur 1 

M Marker (X-HindlH): 23, 1 19,416,614,412,312,010,56 KB 



3. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe miiiels Magnel partikel, beschichtel mil Carboxylgruppen, als Adsorber und ma- 

gnerischer Abscheidung 

Beispiel 2 wurdc vi^icderholt., stall der ZenU-ifugaiion wurden die Partikel jedoch mil einem Daueniiagnet [Fa. Rhein- 
magnei, Ncunkirchcn] abgetrenni. 
Als Ergcbnis wurde das Elual mil einem Siandard-Agaroseflachbeilgel (0,8 % Agarose [s.o,] analysierl und in Fig. 3 

dargeslclll. 

Fig. 3 



Spur Inhah 

M Marker (X-HindlE): 23,1 19,416,614,412,312,010,56 KB 

1 Elual aus Beispiel 3 

2 Wiederholung Spur 1 



4. Isolierung von Nukleinsaure aus Hefe mittets Magneipariikel, beschichtel mil Carboxylgruppen, als Adsorber und ma- 

gneiischer Abscheidung 

Beispiel 3 wurde wiederholl, wobei die Elulion nicht bei 65^', sondern bei Raumiemperatur durchgefuhn wurde. 
Als Ergcbnis wurdc das Fluai. mil einem Standard-Agaroseflachbeltgel (0,8 % Agarose [s.o.] analysierl. und in Fig. 4 
dargeslelli. 

Fig. 4 

Spur InhaU 

1 Elual aus Beispiel 4 

2 Wiederholung Spur 1 



